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=^ (54) Titre : CARTE REACTIONNELLE ET UTILISATION 




»'UNE TELLE CARTE 

(57) Abstract: The invention concerns a reaction card (1) con- 
sisting of a body, having a front surface (62) and a rear surface 
(63) defined by an edge (68), at least an input (2, 3, 4 and/or 5) 
and at least an output (7 and/or 8), connected one (2, 3, 4 and/or 
5) to the other (7 and/or 8) through a network of channels (64) 
constituting at least a reaction path for at least a fluid, the fluid 
or fluids being directed inside the card (1) via valves (1 1 to 35 
and/or 61); each valve (1 1 to 35 and/or 61) consists of a flex- 
ible film (67), which can be deformed to allow a fluid to pass 
through, the film (67) being fixed on the rear surface (63) of said 
card (1) at a peripheral indentation of the assembly of channels 
associated with the valve (11 to 35 or 61); the card (1) comprises 
channels (64) flush with at least one of its surfaces (62 and/or 
63), the channels (64) being of two different cross-sections, a 
small cross-section serving as reaction compartment, each front 
(62) or rear (63) surface is delimited by at least a film (48, 49, 
65, 66 and/or 67). The invention is particularly applicable in the 
field of diagnosis. 

(57) Abr^^ : La pr^sente invention conceme une carte r6ac- 
tionnelle (1) constitu^ d'un corps, ayant une face avant (62) et 
une face arriere (63) delimitees par un rebord (68), d'au moins 
une entr^ (2, 3, 4, et/ou 5) et d'au moins une sortie (7 et/ou 8), 
relives Tune (2, 3. 4 et/ou 5) ^ 1* autre (7 et/ou 8) par un reseau 
de canaux (64) constituant au moins une voie reactionnelle pour 
au moins un fluide, le ou les fluides 6tant dirig^s au sein de la 
carte (1) par Tinterm^diaire de vannes (1 1 a 35 et/ou 61); chaque 
vanne (11 ^ 35 ou 61) est constitu^ d'un film (67) flexible, qui 
pent etre d^form^ pour permettre )e passage d'un fluide, le film 
(67) etant fix^ sur la face arri^ie (63) de ladite carte (1) au ni- 
veau d'un renfoncement p^ph6ique de Fensemble des canaux 
concern^s par la vanne (11 ^ 25 ou 61); la carte (1) comporte 
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des canaux (64) affleurant sur au moins Tune de ses faces (62 et/ou 63), les canaux (64) etant de deux sections differentes, une petite 
section pour le transfert du fluide ou des fluides et une grande secdon faisant office de compartiment reactionnel; chaque face avant 
(62) ou am ere (63) est delimitee par au moins un film (48, 49, 65, 66 et/ou 67). L' invention trouve une application pi^fdrentielle 
dans le domaine du diagnostic. 
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Carte reactionnelle et utilisation d'une telle carte 
DESCRIPTION 

5 La presente invention conceme une carte reactionnelle pour xnener a bien des 

reactions chimiques et/ou biologiques. Elle conceme egalement Putilisation d'une telle 
carte pour purifier et amplifier des acides nucl^iques et les d^tecter. 

L'etat de la technique est constitue par le document US-A-4,585,623 qui a pour 
10 objet un appareil pour realiser rapidement a un endroit unique des essais chimiques ou 
immunochimiques, Cet appareil comporte un corps en plastique mould pouvant etre 
miniaturise, et presentant plusieurs tubes contenant des reactifs, un tube contenant 
Vechantillon et un tube de plus petite taille recevant la reaction. Chaque tube etant 
associe a un piston, il est possible d'inserer V appareil dans un automate 
1 5 programmable. 

Cet appareil est relativement volumineux meme si la miniaturisation est 
possible, car il faut prevoir la position dudit appareil ainsi que des diff^xentes bielles 
qui vont pennettre d'actionner les pistons. De plus, il n'est possible d'eflfectuer qu'xme 
seule reaction avec un tel appareil, si plusieurs reactions doivent etre realisees, il faudra 
20 prevoir plusieurs appareils et egalement du temps pour charger ceux-ci avec les reactifs 
et echantillons ad^quats. 

Le document WO''A-97/27324 conceme une cassette pour conduire en parallele 
plusieurs reactions qui comporte une ouverture d 'entree et une ouverture de sortie 
pour le transfert du ou des echantillons a introduire dans la cassette. Certaines zones 
25 de la cassette sont de construction particuliere (chambre de Bursapak, soupape a 
piston, valve h bille), elles permettent, sous Taction d'une force interieure ou exterieure 
continue, de maintenir un canal ouvert ou ferme. Les chambres de Bursapak sont 
parfois associees a des filtres hydrophobes qui permettent de bloquer la progression 
d'un liquide. 

30 Toutefois, cette construction comporte un inconvenient majeur qui reside dans 

la structure des vannes des chambres de Bursapak. Celles-ci comportent toutes des 
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films qui doivent etre preformes prealablement a leur montage sm la carte 
reactiomielle. Ce prefomiage pemiet de maintenir chaque chambre de Bursapak fermee 
en position de repos (figures 2A et 2B). L'ouverture de cette chambre est possible soiis 
une action interieure (figure 2C), comme par exemple une augmentation de la pression 
5 d'un fluide contenu dans la carte r^ctionnelle, ou sous une action exterieure (figures. 
2D et 2E), comme par exemple une alimentation de la pression due k la pression d'un 
piston ou autres centre le film preforme. Ce prefomiage de chaque film doit done etre 
realise, avant sa mise en place sur ladite carte reactionnelle. Le cofit de fabrication, de 
stockage et de transport de tels films est nettement plus important que pour des films 

10 qui restent plans. De plus, ceci ne facilite pas non plus la fabrication, le stockage et le 
transport des cartes reactionnelles "ainsi equipees. Enfin, les formes convexes de ces 
films peuvent etre plus aisement endommagees, ce qui pent entrainer des fiiites ou des 
erreurs dans I'utilisation ulterieure desdites cartes. 

Le document WO-A-97/02357 decrit un appareil de diagnostic d'acides 

15 nucleiques qui s'apparente a la cassette precedente, au niveau de la complexite. Ainsi 
la figure 2b presente une valve constituee par de tres nombrevx composants. 

Get ^pareil a done sensiblement les mSme inconvenients que WO-A-97/27324. 
La demande de brevet WO-A-99/33559 propose une cartouche ou carte de 
separation d'un constituant particulier, tel que des acides nucleiques, prisent dans un 

20 echantillon. Pour cela, elle comporte un certain nombre de compartiments et de 
canaux. Ces compartiments contiennent des le depart V ensemble des liquides (liquide 
d'elution, liquide de lavage par exemple) qui va etre utilise. Le contrdle , des 
mouvements de fluides est realise par des vannes disposees non regulierement au sein 
de la carte, et par des capteurs de la presence de fluides. Ces vannes fonctionnent 

25 comme des diodes fluidiques, qui laissent un liquide s'ecouler dans un sens mats pas 
dans le sens oppose. Elles utilisent pour cela des disques magnetiques qui peuvent etre 
deplaces depuis I'exterieur. Les capteurs sont relies electriquement vers Vexterieur ou 
a tm microprocesseur interne a la carte, 

Ce type de carte est particulierement complexe puisque le corps de cette carte 

30 est en fait constitue d'un sandwich de plusieurs elements superposes, voir a ce propos 
les diodes fluidiques. De plus il convient d' assurer Tetancheite entre ces divers 
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Elements superposes. La carte incorpore en plus des capteurs, des fils 6lectriques, des 
diodes fluidiques, fonctionnant avec des aimants, et meme im microprocesseur, Le cout 
de fabrication est done prohibitif, et tous ces constituants electriques, magnetiques 
peuvent avoir une influence sur le fonctionnement interne de ladite carte. Une telle 
5: carte n'est done pas tres adaptee a une technologie basee sur la micro-fluidique. La 
presence de liquides au sein de la carte n^cessite un stockage limits dans le temps ou 
I'introduction de ces liquides par un manipulateur averti. La souplesse d'utilisation est 
done assez limitee. 

10 Conformement h la pr6sente invention, il est propose \me carte r^ctionnelle qui 

r6pond i Tensemble de ces problemes. Une telle carte propose Tanalyse biologique, 
d'un ou de plusieurs ligands, necessitant pour lexir detection et/ou leur quantification, 
rutilisation d'un .ou plusieurs anti-ligands. Un exemple d' application des techniques 
d*analyse conceme les immunoessais, quelque soit leur format, par analyse directe ou 

15 par competition. Un autre exemple d'application conceme la detection et/ou la 
quantification d'acides nucMiques comprenant I'ensemble des operations necessaires a 
cette detection et/ou a cette quantification a partir d'un pr^levement quelconque 
contenant les acides nucleiques cibles. Parmi ces diff^rentes operations, on peut citer la 
lyse, la fluidification, la concentration, la purification, les Stapes d'amplification 

20 enzymatique des acides nucl6iques, les etapes de detection incoxporant une etape 
d'hybridation utilisant par exemple une puce k ADN ou une sonde marquee. La 
demande de brevet WO-A-97/02357 ou la demande de brevet d6posee par; la 
demanderesse, sous le numero FR99/00111, explicite differentes etapes necessaires 
dans le cas d'acides nucleiques. 

25 

A cet effet, la pr6sente invention conceme une carte reactionnelle constitute 
d'un coips, ayant ime face avant et une face arriere dtlimitees par un rebord, d'au 
moins xme entree et d'au moins une sortie, reliees Tune k Tautre par un rtseau de 
canaux constituant au moins une voie reactionnelle pour au moins un fluide, le ou les 
30 fluides etant diriges au sein de la carte par rinterm6diaire de vannes; chaque vanne est 
constituee d'un film flexible, qui peut dtre dtforme pour permettre le passage d'xm 
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fluide ou qui coopere avec un moyen de compression povir empecher le passage du 
fluide, le film etant fixe sur la face arriere de ladite carte au niveau d'un renfoncement 
peripherique de Tensemble des canaux concemes par la vamie; la carte comporte des 
canaux affleurant sur au moins Tune de ses faces, les canaux etant de deux sections 
5 differentes, une petite section pour le transfert du fluide ou des fluides et xme grande 
section faisant office de compartiment reactionnel ; chaque face avant ou arriere est 
delimitee par au moins un film. 

Selon un mode particulier de realisation, le corps de la carte est monobloc et le 
moyen de compression est rapporte et solidaire de ladite carte, ou constitue xme partie 
10 d'un appareil permettant la mise en oeuvre de la carte. 

Selon un mode particulier de realisation, le rapport entre la petite section et la 
grande section des canaux est compris entre 1 pour 1,01 et 1 pour 10, preferentiellement 
entre 1 pour 1,01 et 1 pour 3. 

Toujours selon un mode particulier de realisation, les canavix affleurent en toute 
15 ou partie au niveau de la face avant de la carte et les vannes sont pr^sentes au niveau de 
la face arriere de ladite carte. 

Selon encore un mode particulier de realisation, la face avant de la carte 
comporte im seul film au niveau de tous les canaux affleurant cette face, et la face 
arridre de ladite carte comporte : 
20 - au moins un film flexible au niveau des vannes, 

- au moins un filtre hydrophobe, et 6ventuellement 

- au moins un film au niveau des canaux affleurant au niveau de la face arriere. 

Selon un mode particulier de realisation, le ou les films flexibles et le ou les 
films constituent un seul et meme film. 

25 Selon un autre mode particulier de realisation, lorsque la carte est en forme 

sensiblement de parall616pip6de, les canaux sont, en toute ou partie, circonscrits dans la 
partie mediane de la carte, les filtres d'arr§t, qui sont hydrophobes, sont circonscrits au 
niveau d'au moins vtn des c6tes de ladite carte, et les vannes sont positionnees entre les 
canaux et les filtres d'arr€t. 

30 Dans ce dernier mode de realisation et preferentiellement, le rebord comporte 

r ensemble des entrees et sorties de fluides de la carte. 
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Dans le cas ou la carte est en forme sensiblement de parall^lepipede, la ou les 
entrees sont presentes svr Tun des cotes constituent le rebord, alors que la ou les sorties 
sont presentes sur un autre c6te de ce rebord. 

Dans ce dernier cas et pr^ferentiellement, la ou les entrees sont presentes sur un 
5 c6t6 oppos6 au c6t6 oil sont presents la ou les sorties, 

Dans le cas ou la carte est en forme sensiblement de parallelepipMe rectangle, la 
ou les entries et la ou les sorties sont presentes sur les deux petits c6t6s constituant le 
rebord, 

10 La presente invention conceme 6galement Tutilisation d'xme carte reactionnelle, 

telle que definie ci-dessus, pour tester une solution biologique, eventuellement traitfe 
au prealable afin de liberer des ligands, on efFectue les differentes etapes biologiques 
dans Tordre suivant: 

- capture des ligands, 

15 ' reprise des ligands captures dans une solution d'elution, 

- melange des ligands repris avec les constituants structurels et fonctionnels permettant 
de traiter les ligands, et 

- detection qualitative et/ou quantitative des ligands traites. 

La presente invention conceme egalement I'utilisation d'une carte r^actionnelle, 
20 telle que definie ci-dessus, pour tester une solution biologique, eventuellement trait^e 
au prealable afin de liberer les acides nucl6iques, on effectue les differentes etapes 
biologiques dans Tordre suiyant: 

- capture des acides nucl6iques, 

- reprise des acides nucleiques captures dans une solution d'elution, 

25 - melange des acides nucleiques repris avec les constituants structurels et fonctionnels 
permettant ramplification de ces acides nucleiques, et 

- detection qualitative et/ou quantitative des produits d'amplification. 

Eventuellement, on effectue ime demidre etape consistant a analyser ces ligands 
ou ces produits d'amplification, soit dans un nouvel emplacement au sein de la carte, 
30 soit aprds transmission vers un autre dispositif.Selon une variante particuliere de 
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Tutilisation, les ligands ou acides nucleiques captures sont soumis a au moins un 
liquide de lavage prealablement k leur reprise. 

Selon une autre variante d'utilisation, la capture et eventuellement le lavage sont 
effectuesN fois successivement, N etant compris entre 1 et 10. 
5 Selon encore une autre variante particuliere de Tutilisation, on detecte un 

traitement des ligands ou une amplification des acides nucleiques prealablement a la 
transmission vers un compartiment de la carte ou vers ua autre dispositif permettant 
d' analyser les ligands ou les amplicons. 

Preferentiellement, pour toutes les variantes d'utilisation ci-dessus evoquees, la 
10 carte est utilisee apres un appareil permettant de traiter une solution a tester, tel qu'un 
appareil pour lyser des cellules biologiques et liberer les ligands, tels que des acides 
nucleiques, et avant un appareil permettant d' analyser la presence de ces ligands, tel 
qu'une puce a ADN. 

Structurellement, la carte selon Tinvention s'insere entre deux appareils qui 
15 peuvent etre constitues egalement par des cartes. Tune en amont qui efiFectue un pre- 
traitement de la solution k tester, I'autre en aval qui effectue un post-traitraient de la 
solution a tester deja traitee. 

Les figures ci-jointes sont donn^es a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
20 caractere limitatif. EUes permettront de mieux comprendre Tinvention. 

La figure 1 represente une vue depuis la face avant d'une carte reactionneUe 
selon un premier mode de realisation de la presente invention. 

La figure 2 represente une vue identique mais partielle de la figure 1, lorsque le 
procede d'utilisation de la carte est en cours de fonctionnement, ladite carte ayant re9u 
25 la solution a tester. 

La figure 3 represente une vue identique a la figure 2, lorsque le procede 
d'utilisation de la carte est en cours de fonctionnement, ladite carte ayant subi une 
purge permettant de doser precis6ment le volume de solution k tester. 

La figure 4 repr&ente une vue identique mais partielle de la figure 1, lorsque le 
30 procede d'utilisation de la carte est en cours de fonctionnement, la solution a tester 
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etant transf6r6e du cx)mpartiment de dosage de la solution vers la partie amont du 
compartiment de separation. 

La figure 5 represente une vue identique aux figures 2 et 3, lorsque le proced^ 
d'utilisation de la carte est en cours de fonctionnement, ladite carte ayant re9u le liquide 
5 d'^ludon. 

La figure 6 represente une vue identique aux figures 2, 3 et 5, lorsque le proc6d6 
d'utilisation de la carte est en cours de fonctioiuiement, ladite carte ayant subi une 
purge permettant de doser precis6ment le volume de liquide d'61ution. 

La figure 7 represente une vue identique mais partielle de la figure 1, lorsque le 
10 proc6de d'utilisation de la carte est en cours de fonctioimenient, le liquide d'elution 
etant dans le compartiment de separation et permettant la reprise des acides nucleiques. 

La figure 8 represente une vue identique mais partielle de la figure 1, lorsque le 
procede d'utilisation de la carte est en couis de fonctionnement, le liquide d'elution, qui 
contient les acides nucleiques, etant transf^re dans le compartiment de reprise des 
15 constituants stmcturels permettant de r^aliser une amplification. 

La figure 9 represente une vue identique la figure 8, le liquide d'elution, qui 
contient les acides nucleiques et les constituants stmcturels, etant transfer^ dans le 
compartiment de .reprise des constituants fonctionnels permettant de realiser une 
amplification. 

20 La figure 10 represente ime vue identique aux figures 8 et 9, le liquide d'elution, 

qui contient les acides nucleiques et les constituants stmcturels et fonctionnels, etant en 
partie transfer^ dans le compartiment d'echantillonnage en vue de I'etape represente a 
la figure 12. 

La figure 11 represente une vue identique aux figures 8 a 10, le liquide 
25 d'eiution, qui contient les acides nucleiques et les constituants stmcturels et 
fonctionnels et qui n'a pas ete transfere dans le compartiment d'echantillonnage, etant 
transfere dans le compartiment de convergence, en vue de sa sortie vers Texterieur. 

La figure 12 represente une vue identique aux figures 8 a 11, le liquide 
d'eiution, qui est present dans le compartiment d'echantillonnage, est transfere dans le 
30 compartiment de detection et de lecture. 

La figure 13 represente une vue en coupe selon A- A de la figure 3. 
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La figure 14 represente une vue depuis la face avant d'une carte reactionnelle 
selon un second mode de realisation de la presente invention. 

La figure 15 represente une vue en perspective de plusieurs vannes associ6es a 
la carte reactionnelle. 

Enfin, la figure 16 represente une vue en coupe selon B-B de la figure 15. 

DEFINITIONS v 

Par ligand, on entend toute espece biologique qui pent etre de nature proteique 
ou acide nucleique, -conune par exemple un antigene, un fi:agment d'antigene, un 
anticoips, un fi-agment d'anticorps, un haptene, un acide nucleique, un fiagment d'acide 
nucleique, une hormone, une vitamine, un peptide ou un polypeptide. 

Un exemple de pre-traitement, peut etre constitue par une lyse cellulaire, telle 
que decrite dans les demandes de brevet de la demanderesse : 

- FR99/04289, deposee le 1^' avril 1999, sur la lyse par, sonication, 

- PCT/FR99/01309, deposee sous priorite du 23 juiUet 1998, sur la lyse imxte 
magnetique et mecanique, 

- PCT/FR99/0O830, deposee sous priorite du 10 avril 1 998, sur la lyse electrique, et 

- PCT/IB98/01475, deposee sous priorite du 23 septembre 1997, sur la lyse mecanique. 

Un exemple de post-traitement, peut 6tre constitue par une detection au moyen 
d'une biopuce. Par biopuce, on entend tout support solide sur lequel sont fix6s des 
ligands, et en particulier par une puce k ADN, on entend tout sxqjport solide sur lequel 
sont fixes des acide nucl^iques. La methode de fixation des ligands peut etre realisee de 
difiFerentes manieres et notamment par adsorption ou covalence comme par exemple la 
synthese in situ par les techniques de photolithographic ou par un systeme piezo- 
electrique, par depot capillaire de ligands preformes. A titre d'illustration, des exemples 
de ces biopuces appUques aux puces a ADN sont donnes dans les publications de G. 
Ramsay, Nature Biotechnology, 16, p40-44, 1998; F. Ginot, Human Mutation, 10, pl- 
10, 1997 ; J. Cheng et al. Molecular diagnosis, 1(3), pl83-.200, 1996 ; T. Livache et al. 
Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 1994 ; J. Cheng et al. Nature 
Biotechnology, 16, p541-546, 1998 ou dans les brevets US 4981783 (Augenlicht), US 
5700637 (Southern), US 5445934 (Fodor), US 5744305 (Fodor), US 5807522 (Brown). 



wo 02/18823 



9 



PCT/FROl/02671 



A constituants structurels pennettant 1' amplification quand ils sont associ^s aux 
constituants fonctionnels definis ci-apres, il convient de donner la d^fimtion suivante : 
des nucleotides (desoxyribonucleotides dNTP et/ou ribonucleotides NTP), au moins 
une paire d'amorces qui encadrent des regions specifiques que Ton souhaite amplifier, 
. 5 des ions (par exemple MgCk, KCl) et un tampon (tel que le Tris). 

Les constituants fonctionnels sont formes d*au moins une enzyme, 
pr6ferentiellement de deux ou trois enzymes, en presence d*un tampon, tel que du Tris k 
pH 7,5, de sels et d'ions permettant la reaction d'amplification quand ils sont associ6s 
aux constituants structurels definis ci-dessus. 
10 Par amplicons, il faut comprendre des produits d'vme reaction d' amplification 

enzymatique. 

DESCRIPTION DE LA CARTE REACTIONNELLE : 

La presente invention conceme une carte reactionnelle 1 representee dans un 

15 premier mode de realisation sur la figure L Cette carte reactionnelle 1 est constituee 
d'un parallelepipede rectangle comportant une face avant 62 et une face arriere 63 
leliees Tune a Tautre, par un rebord, ^galement appel6 tranche 68. Sur cette figure est 
done represente en traits pleins, I'ensemble des 616ments qui constitue la face avant 62. 
On remarque entre autre, un certain nombre de canaux 64 qui sont debouchants au 

20 niveau de cette face 62. Ces canaux 64^ sont cloisonnes par rintenn^diaire d'un film 
transparent 65, coUe sur ladite face avant 62. N^anmoins, il n'est pas obligatoire que ce 
film 65, comme ceux qui seront decrits ci-dessous, soit transparent, il pourrait etre 
opaque translucide, etc. La nature transparente permet n6anmoins de mieux visualiser 
eventuellement la position d'une solution biologique a tester 69, ou tout autre solution 

25 70, 71 ou 72, introduite dans la carte 1. La fiice arriere 63 comporte egalement un film 
transparent r6f6rence 66 qui cloisonne les canaux 64, qui par endroit se trouvent 
afiQeurants au niveau de cette face arriere 63. Ces films 65 et 66 sont constitufe de films 
BOPP (Biaxially Oriented PolyPropylen) ou autres films de mdme nature, qui sont 
soud6s ou colics sur le corps de la carte 1, ce corps 6tant inerte par rapport aux 

30 solutions 69 a 72 transferees et aux reactions qu'ils subissent 
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Ce jSlm 66 peut 6tre present sur toiite la surface de la carte 1, ou sur certaines 
portions de ladite carte 1. Neanmoins, ce film 66 peut 6tre constitue par ime parol 
realisee dans la meme matiere que le reste du corps de la carte 1 . 

On remarque egalement que la face arriere 63 est equipee d'un certain nombre 
de vajones, referencees 11 a 35 et egalement 61 sur la figure ; ces vannes 11 a 35 et 61 
correspondent aux vannes decrites dans la demande de brevet FR99/08116 depos^e le 
22 juin 1999 au nom de la demanderesse. A I'instar de ce document, Tensemble des 
vannes Ila35et61est delimite par rapport k Texterieur de la face arriere 63 par un 
film transparent 67. Celui-ci est d'une nature suffisamment souple pour permettre le 
passage d'une solution a tester 69, d'lme solution traitee 70, d'un liquide de lavage 71, 
d'un liquide d'elution 72, etc. II peut etre constitue d'une membrane de silicone ou d'un 
film complexe PE / PET (PoIyEthylen / PolyEthylen Tetraphtalate). 

II convient de signaler que les films transparents 66 et 67 situes au niveau de la 
face arriere 63, peuvent etre constitues d'un seul et meme film transparent. Ceci 
permettant de faciliter la fabrication de la carte 1. De plus, le film transparent 65 situe 
au niveau de la face avant 62, et les films transparents 66 et 67 situes au niveau de la 
face arriere 63, peuvent Stre constitues d'un seul et meme film transparent, ce qui 
facilite encore plus la fabrication d'lme telle carte 1 ainsi equipee. 

Sur cette face arriere 63, on remarque Egalement la presence de plusieurs filtres 
hydrophobes 48 et 49 dont le r61e sera expose plus loin. En fidt, il y a, dans ce mode de 
realisation de la carte de la figure 1, deux voies paralleles. Une voie gauche et une voie 
droite qui permettent d'efiectuer le mSme procede. NSanmoins il est tout k fait possible 
de n' avoir qu'une seule voie ou une pluralite, c'est-a-dire superieure a deux, selon le 
nombre de reactions que Ton souhaite effectuer. 

^ On remarque enfin sur le pourtour de la carte 1 , et plus precisement sur les deux 
cotes de petites dimensions, des entrees et sorties sont presentes, qui sont bien separees 
les xmes des autres. Ainsi en partie superieure de cette figure 1, sont representees quatre 
entrees qui correspondent k quatre fonctions bien definies. Ainsi, si on enumere les 
fonctions d'entrees de la gauche vers la droite, on note la presence d'lme entree 2 du 
liquide.de lavage 71, d'lme entree 3 de la solution a tester 69, d'une entree 4 du Uquide 
d'elution 72, et enfin d'une entree pour la variation de pression 5 a I'interieur de ladite 
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carte 1 . L'ensemble de ces entries 2 i 5 est reli6 a une vanne a bille d*entr6e 6 par 
rinterm^diaire d'un certain nombre de canaux 64 ainsi que des premiere et deuxieme 
vaimes 1 1 et 12. 

A Toppose, Pautre cote de la carte 1 comporte deux sorties 7 et 8. La premiere 
5 sortie, dite sortie 7 de la solution traitee 70, est une sortie qui permet Tevacuation d'une 
quantite pr6d^termin6e de la solution traitfe 70 vers Text^rieur en vue d*une analyse 
ulterieure ou de tout autre traitement ulterieur. La seconde sortie est une sortie pour 
Tensemble des d^chets biologiques et liquides issus du fonctionnement de la carte L La 
sortie 7 est associee a une vanne a bille de sortie vers Texterieur 9 alors que la sortie 

10 des d^chets est associ6e k une vanne a bille de sortie des dechets 10. 

Outre les deux parties, entrees 2 a 5 en position superieure et sorties 7 et 8 en 
position inferieure, on remarque egalement un certain nombre de canaux, vannes et 
compartiments entre ces deux parties extremes. Comme cela a d6ja 6t6 signale, on note 
egalement la presence de deux voies separees identiques a gauche et a droite de la 

15 figure 1. Le premier compartiment en position superieure et en forme de C inverse sur 
la voie de gauche et en forme de C sur la voie de droite, il est de grande taille et 
constitue un compartiment de dosage de la solution 36. Ce compartiment 36 enserre en 
son sein un compartiment de dosage de liquide d'elution 37, compartiment 37 qui est 
de forme semblable mais d'un volume different. En fait le rapport existant entre le 

20 volimie du compartiment de dosage de la solution 36 et le volume de compartiment de 
dosage de liquide d'^lution 37 est compris entre 1 pour 1 ^10 pour 1, 
preferentiellement entre 1,5 pour 1 a 4 pour 1 et encore plus preferentiellement 4^ 2 
pour 1 . 

En position sous-jacente est present un compartiment de separation 38, qui 
25 permet la reprise d'entites de capture, telles que des particules magnetiques, 
6ventuellement revfitues d'oligonucl^otides de capture, par adsorption ou covalence 
(voir a ce sujet les brevets US-A-4,672,040 et 5,750,338), et ainsi, apres melange, la 
selection par separation des acides nucleiques que Ton souhaite amplifier 
ult6rieurement. Les particules magnetiques se retrouvent au sein de ce compartiment de 
30 separation 38 sous la forme d*une pastille de particules magnetiques 39. Un niode de 
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realisation particulierement interessant de ces particules magnetiques est decrit dans les 
demandes de brevet deposees par la demanderesse sous les references suivantes : 

- PCT/FR97/009 1 2 sous priorite j&'an9aise du 24 mai 1 996, et 

- PCT/FR99/0001 1 sous priorite fran9aise du 6 janvier 1998. 

5 Dans la demiere de ces demandes de brevet, il s'agit de particules magnetiques 

themiosensibles ayant chacune un noyau magnetique reconvert d'une couche 
intennediaire. La couche intermediaire est elle-m&me recouverte par une couche 
exteme k base d'un polymere susceptible d'interagir avec au moins une molecule 
biologique, le polymdire eTcteme est thennosensible et pr^sente ime temperature critique 

10 inferieure de solubilite (LCST) pr6detemiinee comprise entre 10 et lOO^C et de 
preference entre 20 et 60°C. Cette couche exteme est synthetis6e a partir de monomeres 
cationiques, qui generent un polymere ayant la capacite de lier les acides nucleiques. 
Cette couche intermediaire isole les charges magnetiques du noyau, afin d'eviter les 
problemes d'inhibition des techniques d'amplification de ces acides nucleiques. Des 

15 particules magnetiques sous forme de pastilles ont deja et6 d^crites dans Tetat de la 
technique, constitue par le document EP-A-0.81 L694, par exemple. La fabrication des 
pastilles en g6n6ral est egalement bien decrite dans T^tat de la technique, par exemple 
US-A-4,678,812 et US-A-5,275,016. Cette fabrication ^voquee ci-dessus pourra dtre 
utilisee pour la synthese des autres pastilles qui seront exposees par la suite. 

20 Bn position sous-jacente, est present un compartiment de reprise des 

constituants stmcturels permettant ulterieurement Tamplification. Ce compartiment 40 
contient lui aussi une pastille 41 qui comporte des constituants qui permettront 
r amplification ult^rieure. Des constituants sous forme de pastilles, pour realiser une 
amplification, ont deja ete decrits dans Tetat de la technique. II est possible de trouver 

25 des informations dans les documents suivants : le brevet US-A-5,098,893 ou Tarticle 
« Ambiant-temperature-stable moleciilar biology reagents » R. Ramanujam et a/.. 
Product Application Focus, Vol. 14, No. 3 (1993), 470-473, par exemple. 

Encore en position sous-jacente est present im compartiment d'amplification 42 
30 qui comporte une pastille 43 contenant des constituants fonctionnels, tels que des 
enzymes qui, associ6s avec les constituants stmcturels prec6demment cit6s, vont 
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pennettre r^ellement la conduite d'une amplification. Des enzymes sous forme de 
pastilles, pour realiser une amplification, ont d6ja ete decrites dans T^tat de la 
technique. II est possible de trouver des informations dans les docxmients suivants : le 
brevet US-A-4,891,319, WO-A-87/00196, WO-A-95/33488 ou Particle « Extraordinary 
stability of enzymes dried in trehalose : simplified molecular biology » de C. Cola90 et 
al, Bio/Technology, Vol. 10, September 1992, 1007-1011. 

Toutes les techniques d'amplification peuvent etre utilis^es. Ainsi, pour 
I'amplification des acides nucleiques, il existe entre autres les techniques suivantes : 

- PGR (Polymerase Chain Reaction), telle que d^crite dans les brevets US-A-4,683,195, 
US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159, 

- LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP-A- 
0.201.184, 

- RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069, 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WOA- 
90/06995, 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet 
WO-A-91/02818, 

- SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec le brevet US-A-5, 194,370, et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491. 

II est toutefois possible d'effectuer d'autres etapes dans le compartiment 42 ci- 
dessus. Par exemple, ces amorces peuvent eventuellement contenir \in marqueur 
fluorescent permettant la detection ulterieure des produits d'amplification, sans avoir a 
effectuer ime etape supplementaire pour le marquage. Ainsi, de telles amorces sont 
decrites dans Tarticle de D. Whitcombe et al., « Detection of PGR products using self- 
probing amplicons and fluorescence », Nature Biotechnology (17) 1999, 804 et 
suivantes, ou dans les demandes de brevet GB-A-2.33 8.301, WO-A-99/29905 et WO- 
A-99/60157. 

En dessous du compartiment d'amplification 42, est present un compartiment 
d'6chantillonnage 44 qui va permettre de separer en deux, le volume de la solution 
traitee 70 present dans ledit compartiment d'amplification 42. Ce compartiment 
d'echantillonnage 44 est en fait destine a recevoir ime quantite predetenninee de ladite 
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solution traitee 70. Le reste de la solution 70 etant ensuite transf6r6 dans un 
compartiment de convergence 47 situe en position inferieuxe de ladite carte 1, mais en 
position superieure par rapport aux moyens de sortie des liquides qu'ils soient associes 
a la solution traitee 70 ou aux dechets. Le compartiment de convergence 47 contient 
5 done une seule solution contenant I'ensemble des solutions amplifiees devant soit subir 
d'autres traitements dans la mSme carte, soit etre tranfere dans un autre dispositif pour 
permettre leur analyse. Cette solution unique provient de Tensemble des voies qui 
constitue la carte 1, c'est-a-dire dans le cas present, la voie gauche et la voie droite. 

Lorsque les produits d'amplification contenus dans le compartiment de 

10 convergence 47 sont transfer6s vers un autre dispositif pour permettre leur analyse, ceci 
pent etre efifectue par Tintermediaire d'un tube, tel que decrit en figures 8^11 de la 
demande PCT/FR99/02137 deposee le 8 septembre 1999 par la demanderesse. Cet 
autre dispositif peut etre constitue par un support comportant par exemple sur une de 
ses faces des sondes de capture a forte densite, par exemple les puces a ADN mises au 

15 point par la societe Afifymetrix ("Accessing Genetic Information with High-Density 
DNA armys", M. Shee et al.. Science, 274, 610-614. "Light-generated oligonucleotide 
arrays for rapide DNA sequence analysis", A. Caviani Pease et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026), ou tout autre systeme de puces comportant des acides 
nucleiques fixes sur un support solide, comme les puces a ADN definies 

20 precedemment. 

L'aliquote present dans le compartiment d'6chantillonnage 44 va ensuite Stre 
transfere vers im compartiment de detection et de lecture 45. Dans ce compartiment 45 
est present une pastille qui contient des moyens de detection 45a; Sur la base des 
documents de Tetat de la technique ci-dessus evoques, il est possible de fabriquer par 

25 exemple des pastilles 45a contenant des acides nucleiques marques complementaires de 
tout ou parties des amplicons que Ton doit obtenir lors des etapes precedentes. 

Comme cela a 6X6 decrit precedemment il est egalement possible d'effectuer le 
marquage lors de Tamplification par rinterm^diaire d'amorces marquees. Dans ce cas, 
il n'y a plus besoin d' avoir une pastille 45a, et le compartiment 45 n'est alors qu'un 

30 simple compartiment de lecture. 
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Ce compartiment de marquage et de lecture 45 comporte done une pzistille de 
marqueurs 45a a son entree et une cellule de lecture 46 en aval. Cette cellule de lecture 
46 permet de detecter, par exemple par mesure de fluorescence, si ramplification a bfen 
ete realisee. Si tel est le cas, ceci permet au manipulateur ou a Tautomate qui utilise une 
5 telle carte 1, de savoir s'il y a.necessit6 de transferer la solution traitee 70, pr^sente dans 
le compartiment de convergence 47 vers des moyens d'analyse des sequences 
amplifiees, ces moyens pouvant etre int^gr^s a la carte 1 ou 6tre contenus dans un autre 
dispositif plus particulidrement destin6 k cette fonction. 

Les mouvements de liquides au sein de la carte 1 que ce soit la solution k tester 
10 69, la solution traitee 70, le liquide de lavage 71 ou le liquide d'elution 72 sont realises 
par rintermediaire de filtres hydrophobes qui sont presents en aval de certaines vannes, 
Chaque films hydrophobes 48 ou 49 comporte xm certain nombre de filtres d' arret, 
references 50 a 55 pour le film 48 ou 56 a 60 pour le film 49. Leur utilisation sera 
developp6e ulterieurement. 

15 

DESCRIPTION DES VANNES : 

Comme decrit dans la demande de brevet FR99/08116 deposte le 1999 par la 
demanderesse, les vannes 11 & 35 et 61 ont une structure qui permet de r^pondre aux 
problfemes de soudure de films sur un support solide, tel que le corps d'une carte 

20 reactionnelle 1, generalement constitue de matieres plastiques. Cette invention trouve 
une application particuliferement interessante dans la carte 1 selon la presente invention, 
ainsi le corps de ladite carte 1 comporte a un certain endroit une rainure« ou 
renfoncement 74 de forme peripherique, bien repr^ent^ en figiure 16, qui va recevoir 
dans la zone circonscrite une partie du fihn transpar^t 67 qui est flexible, lesdits films 

25 67, au nombre de quatre sur la figure 1, et corps de la carte 1 6tant solidaris^s I'lm a 
Tautre par ime soudure 84 situee au fond de la rainure 74. De ce fait, la soudure 
n'engendre aucxme deformation de la surface sup^rieure de la carte 1 et done aucim 
probldme ult6rieur pour utiliser ladite carte 1 et effectuer des analyses. La manipulation 
de ces vaimes 11 a 35 et/ou 61 peut etre r6alis6e par Taction d'electro-aimants ou de 

30 v^rins de dimensions adaptdes comme cela est repr^sente aux figures 15 et 16. 
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FONCTIONNEMENT DE LA CARTE : 

Dans la description qui suit la reference qui sera faite aux vannes 11 & 35 et 61, 
ne concemera que les vannes 11 a 35. de la voie de gauche, dans le cas ou aucune 
precision sur la voie concemee n'est precisee. Toute information sur les vannes 1 1 a 35 
5 et 61 de la voie de droite verront leur position svir cette voie de droite precisee, D^autre 
part, il convient de souligner que lorsqu'une vanne 11 a 35 est fermee, c'est soit 
Torifice de gauche, dit orifice ext^rieur, soit Torifice de droite, dit orifice int^riein*, de 
ladite vanne 11^35 qui est bouche. Ceci est 6galement vrai pour la voie de droite et 
pour les vannes 11 a 35 et 61, mais la position est invers6e. Ainsi, I'orifice de droite est 
10 dit orifice ext^rieur, et Torifice de gauche est dit orifice int^rieur, de ladite vanne 11a. 
35ou61. 

Enfin, les vannes 11 a 35 et 61 sont normalement au repos en position ouverte. 
Lors du transfert d'un fluide, liquide ou gaz, ce sont les vannes qui sont fermees qui 
vont orienter ce fluide. 

15 

1^^^ etape - Dosage de la solution a tester : 

Dans cette premiere etape, le fonctionnement de Pensemble des constituants 
sera expose en detail. Ce sera moins le cas par la suite n^anmoins les grandes fonctions 
seront les mSmes, et il sera facile d'extrapoler les informations de cette premiere ^tape 

20 pour les 6tapes ult^rieures. 

On introduit dans la carte 1 la solution a tester 69 via Tentree 3, selon F2. La 
solution 69 emprunte le canal 64 entre Tentr^e 3 et la premiere vanne 11 qui est 
ouverte. De ce fait, ladite solution 69 peut passer au niveau de la deuxieme vanne 12 
qui est fermee au niveau de son orifice exterieur, ce qui empeche cette solution 69 de 

25 prendre le canal 64 qui retoume vers I'entree 2 et dirige ladite solution 70 vers la vanne 
a bille d'entree 6 qui est elle-meme ouverte. De cette vaime a bille 6 partent deux 
canaux 64 Tun vers la voie de gauche Tautre vers la voie de droite. Le canal allant vers 
la voie de droite est bouche par fermeture de I'orifice interieur de la deuxieme vanne 12 
de la voie de droite. Le canal allant vers la voie de gauche, pour sa part, pemiet le 

30 passage de la solution a tester 69 car la troisieme vanne 13 et la septi^me vanne 17 sont 
ouvertes. L'objectif est de pennettre le remplissage du compartiment de dosage 36 de 
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ladite solution 69 selon la figure 2, de ce fait Torifice int6rieur de la quatrieme vanne 14 
et rorifice exterieur de la huitieme vaime 18 sent fennes, c'est 6galement le cas de 
Torifice exterieur de la quatrieme vanne 14 de la voie de droite. 

Si on desire remplir egalement le compartiment de dosage 36 de la solution a- 
5. tester 69 de la voie de droite, il convient de fermer T orifice interieur de la quatrieme 
vanne 14 de la voie de droite, ce qui laisse Torifice exterieur de cette vanne 14 ouvert 
de sorte que le remplissage du compartiment 36 est possible, alors que celui du 
compartiment de dosage 37 du liquide d'elution 72 n'est pas possible. II convient 
Egalement de fermer 1' orifice exterieur de la vanne intemi6diaire 61 et T orifice 

10 exterieur de la huitieme vanne 1 8 de la voie de droite. 

Si Ton revient sur le seul remplissage du compartiment 36 de la voie de gauche, 
la solution a tester 69 va pouvoir remplir tous les canaux 64 depuis Tentree 3 jusqu'au 
filtre d'arret 51 de ladite solution 69. Ce filtre arret 51 est place dans le prolongement 
de r orifice exterieur de la septieme vanne 17. II est constitue par une partie du premier 

15 filtre hydrophobe 48, ce qui permet le passage de fiuide gazeux mais pas de fluide 
liquide. Un materiau uit^ressant pour constituer ce filtre hydrophobe est une membrane 
VERSAPOR 200R fabriquee par la society americaine GELMAN SCIENCES (USA). 
C'est la configuration de la figure 2. Lorsque ce type de filtre a 6t6 utilis6 une fois, il ne 
pent etre reutilise une seconde fois. 

20 Ensuite afin de doser exactement le volume de la solution 69 present dans le 

compartiment de dosage 36, dont le volume est de 100 |il , on va purger les canaux 64. 
Pour cela, on introduit selon Fl un liquide de lavage 71 par I'entree 2. Dans ce ca3 on 
ferme les vannes suivantes : 

- Torifice interieur de la premiere vaime 1 1, 
25 - Porifice interieur de la troisieme vanne 13, 

- Torifice interieur de la quatrieme vanne 14, 

- Torifice interieur de la huitieme vanne 18, 

- Torifice interieur de la quatorzidme vanne 24, 

- Torifice interieur de la quinzifeme vaime 25, 

30 - Torifice interieur de la deuxieme vaime 12 de la voie de droite, 

- Torifice interieur de la troisifeme vanne 13 de la voie de droite. 
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- Torifice int^rieur de la quatrieme vanne 14 de la voie de droite, 

- Torifice int^rieur de la huitieme vanne 18 de la voie de droite, 

- rorifice interieur de la quatorzieme vanne 24 de la voie de droite, et 
r orifice interieur de la quinzieme vanne 25 de la voie de droite. 

5 Une fois que le lavage est effectue, on remplace le liquide de lavage 71 present 

dans les canaux 64 par de un fluide gazeux inerte, par exemple de rair. Dans ce cas, on 
injecte de Fair sous pression par I'entree 5 selon F4. Les vannes fermees sont alors 
identiques,'a Texception des caracteristiques suivantes : 

- reouverture de Torifice interieur de la prenodere vanne 1 1, 
10 - feraieture de Torifice interieur de la deuxieme vanne 12, 

- fenneture de P orifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite, et 

- reouverture de Porifice interieur de la deuxidme vanne 12 de la voie de droite. 

Dans cette configuration, le rdsultat obtenu est celui represents a la figure 3. La 
solution a tester 69, qui etait presente au niveau des canaux 64, a ainsi ete evacuee par 

15 la sortie des dechets 8 selon F6. De plus, les canaux 64 sont propres, seule la portion de 
canal 64 entre Pentree 2 et Porifice interieur de la deuxieme vanne 12 contient du 
liquide de lavage 71, qui pourra etre utilise ulterieurenaent. Bien entendu, il faut alors 
que les vaimes a biUe d' entree 6 et de sortie des dechets 10 soient ouvertes. 

On peut bien entendu repeter ce lavage plusieurs fois. Toutefois ce resultat peut 

20 etre obtenu en n'effectuant pas le lavage. Dans ce cas, il convient uniquement de 
pousser les restes de la solution 69 situes dans les canaux 64 par Pentree 5 d'air selon 
F4. Le resultat sera identique k une seule difference, il n'y aiura pas de liquide de lavage 
71 entre Pentree 2 et Porifice exterieur de la deuxieme vanne 12, et le liquide de lavage 
71 present entre Porifice interieur de la deiaxieme vanne 12 et la vanne a bille d'entree 6 

25 sera renoiplace par de la solution a tester 69. Cette possibilite est done moins 
interessante, meme si elle est possible, car U restera dans la carte 1 de la solution 69 
susceptible de franchir la vanne k bille 6 des que Pon introduira du liquide de lavage 71 
selon Fl. 

Dans les deux cas de figure qui viennent d'Stre 6voques, il est possible de 
30 d6naturer les acides nucleiques presents dans ce compartiment 36. Pour ce faire, on 
chauffe a une temperature comprise entre 80 et lOO^C. 
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2^"^^ etape - Separation des acides nucleiques contenus dans la solution a tester : 

Dans cette deuxieme etape, la solution a tester 69, qui vient d'etre dosee et est 
pr6sente dans le compartiment 36, est transf6r6e dans le compartiment suivant, dit de 
5 separation 38- On va done pousser la solution k tester 69 presente dans le compartiment 
36 vers le compartiment de separation 38, par Tintroduction dans le r^seau de canaux 
64 d'un fluide inerte, tel que de I'air, par Tentree 5 selon F4, Dans ce cas les vannes 
fermees sont les suivantes : 

- rorifice interieur de la deuxidme vanne 12, 
10 - rorifice interieur de la quatrieme vanne 14, 

- Fiin des orifices de la sixieme vanne 16, 

- rorifice interieur de la huitieme vaime 1 8, 

- rorifice interieur de la onzieme vanne 21, 

- rorifice exterieur de la qxiinzi^me vanne 25 

15 - rorifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite, et 

- rorifice exterieur de la quatrieme vanne 14 de la voie de droite. 

Pour information la fermeture d'une vanne pent ne pas etre obligatoire, si la 
fermeture d'une autre vanne en amont ou en aval a le m6me eflfet. Ainsi, la sixieme 
vaime 16 pourrait €tre ouverte. Dans ce cas, il conviendra de fermer I'orificc interieur 

20 de la cinquieme vanne 15. 

Le transfert de la solution 69 dosee est obtenu comme cela est bien represente 
sur la figure 4 et est rendu possible du fait de la presence en relation avec ce 
compartiment 38 avec \m filtre d'arret 52 qui est relie a une derivation 73 en position 
intermediaire le long dudit compartiment 38. Ce filtre 52 etant en relation avec la 

25 dixieme vanne 20, I'air present en aval de ladite solution 69 pent s'echapper par ce 
filtre d'arrdt 52, Lorsque la solution 69 atteint le filtre d'arrSt 52, via la derivation 73, la 
progression de ladite solution 69 est stoppee. De plus, le volume total de cette solution 
69 est inferieur au volume dudit compartiment 38 en amont de ladite derivation 73 et 
sera done bien circonscrit dans cette partie amont du compartiment 38. 

30 On note que dans cette position la solution 69 dosee n'a pas encore atteint la 

pastille de particules magnetiques 39, qui est elle-meme situee en aval de la derivation. 
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Dans cette position, le volume d'air en aval de ladite solution a tester 69 est 
emprisonne mais reste d'xm volume important. D est ensuite possible en for9ant I'entree 
d'air selon F4 de compresser Tair emprisonne. Lorsque I'on fait plusieurs mouvements 
de va-et-vient, la solution 69 va pennettre de dissoudre la pastilles de particules 

5 magnetiques 39, particules qui seront presentes de fa^on homogene dans cette nouvelle 
solution 70, dite solution trait^e 70, nom qui lui sera donn6 par la suite quelque soit le 
stade de traitement auquel elle se trouve (particules magnetiques, constituants 
stmcturels, constituants fonctioimels, amplicons) a partir du moment ou le liquide de 
base utilise est la solution a tester 69. De plus, povir le liquide de lavage 71 qtii sera 

10 decrit plus loin, lorsque ce liquide de lavage 71a fait son office et contient des d6chets 
qu'il faut evacuer, sa reference n'est pas modifier. D'autre part, pour le liquide 
d'elution 72 qui sera egalement decrit plus tard, lorsque le liquide d'elution 72 reprend 
les constituants structurels, constituants fonctionnels, amplicons ou autres, ce liquide 
est alors appele liquide traitee 70. 

15 Le mouvement de va-et-vient expose ci-dessus, et qui sera explique egalement 

en relation avec le liquide de lavage 71 et d'elution 72 ci-dessous, est possible du fait 
de la configuration du compartiment de separation 38. Ainsi ce compartiment 38 est 
d'un volume plus important que le volume de liquide a tester 69 introduit, de telle sorte 
que le liquide 69 circpnscrit en aval un volume d'air qui est emprisonne. De ce fait, 

20 lorsque Ton pousse ledit liquide 69 par une augmentation de pression en amont, soit par 
ime poussee due audit liquide 69 lui-mSme soit par ime augmentation de la pression 
d'air par introduction d'un siirplus gazeux au niveau de Tentree 5, et qu'on rel^che 
ensuite cette poussee, il est possible d'effectuer vm mouvement de va-et-vient au niveau 
de la pastille de particules magnetiques 39. Ce mouvement optimise ainsi la mise ou la 

25 remise en suspension desdites particules m^netiques. 

A ce propos, le rapport existant entre le volume du compartiment 38 amont 
de la derivation 73 et le volume dudit compartiment 38 en aval de ladite derivation 73 
est compris entre 1 pour 2 et 1 pour 5, preferentiellement il est de 1 pour 3. Le rapport 
entre le volume de ladite solution 70 et le volume du compartiment 38 en aval de cette 

30 solution 70 est done sensiblement 6gale ou inferieure. Dans le cas ou ce rapport est 
inferieur, il est par exemple compris entre 1 pour 2,5 et 1 pour 6, preferentiellement il 
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est de 1 pour 3,5. Du fait des rapports mentioiuies ci-dessus, dans Texemple decrit sur 
les figures le volume total du compartiment de dosage 36 etant de 50 (il, le 
compartiment de separation 38 est done de 150 jiL 

Les particules magnetiques ont la propri^te de lier specifiquement les acides 
: 5 nucleiques. Pour cela, il faut soumettre le melange de solution k tester 69 et les pastilles 
de particules magnetiques 39 a une temperature ou un cycle de temperatures pouvant 
etre compris entre 25 et 60°C. Ensuite on procede k une separation magn^tique des 
particules contre au moins Tun des films transparents 65 et/ou 66 qui cloisonnent la 
carte au niveau de sa face avant 62 et/ou arriere 63, au niveau du compartiment de 
10 separation. La separation magnetique des particules magnetiques a lieu avant que la 
solution traitde 70 soit evacuee selon F6. 

Eventuellement, ces etapes de dosage de solution trait6e 70 et la separation des 
acides nucleiques peuvent etre reiterees N fois, N etant compris entre 1 et 10, afin de 
traiter des volumes de solution traitee 70 superieurs au volume du compartiment de 
15 separation 38. 

On procede ensuite au lavage des particules magnetiques afin que seuls les 
acides nucleiques recherches soient retenus. Lorsque du liquide de lavage 71 est 
introduit selon Fl, par l*entr6e 2, on ferme les vannes suivantes : 

- Tun des orifices de la premiere vaime 1 1, 
20 - Torifice int^rieur de la quatrieme vanne 14, 

- Tim des orifices de la sixieme vanne 16, 

- Torifice interieur de la huitieme vanne 1 8, 

- Torifice int6rieur de la douzieme vanne 22, 

- Tun des orifices de la seizieme vaime 26, 

25 - V\m des orifices de la vanne compiementaire 61 de la voie de droite, 

- Torifice int6rieur de la deuxiSme vanne 12 de la voie de droite, et 

- Torifice exterieur la quatridme vanne 14 de la voie de droite. 

Le liquide de lavage 71 va done passer dans le compartiment de separation 38, 
oil les particules magnetiques sent toujours aimant6es. Ce liquide est stopp6 dans son 
30 mouvement par le filtre d' arret 53, puis la separation magnetique est interompue et on 



n91RA9?tA1 r > 



wo 02/18823 

22 

precede a un mouvement de va-et-vient afin que ledit liquide de lavage 71 puisse 
nettoyer au mieux les particules magnetiques porteuses des acides nucl6iques. 

La separation magnetique des particiiles magnetiques est a nouveau mise en 
oeuvre avant que le liquide de lavage 71 est evacue selon F6. Les vannes fermees sont 
5 bien entendu identiques a celles utilisees lors de 1' evacuation du reste de la solution a 
tester 70, dont les acides nucleiques ont ete captures par les particules magnetiques. 

Lorsque du liquide de lavage est r^introduit selon F5 pour effectuer un second 
lavage, on ferme les mdmes vannes que pour le premier lavage, a Texception de 
Torifice interieur de la douzieme vanne 22 qui est ouvert alors que c*est Torifice 

10 interieur de la treizidme vanne 23 qui est ferme. Dans cette configuration le nouveau 
liquide de lavage 71 introduit est arrete dans son mouvement par le filtre d' arret 54, lie 
a la douzieme vanne 22. La separation magnetique est interrompue et on procede k un 
mouvement de va-et-vient afin que ledit liquide 71 puisse nettoyer au mieux les 
particules magnetiques porteuses des acides nucleiques. 

15 Une fois que le lavage est effectue, on remplace le liquide de lavage 71 present 

dans les canaux 64 par de un fluide gazeiix inerte, par exemple de Pair. Dans ce cas, on 
injecte de I'air sous pression par I'entree 5 selon F4. Le liquide de lavage 71 evacue sort 
de la carte 1 par la sortie 8 selon F6 via la vanne a bille de sortie des dechets 10. Les 
vannes fermees sont alors identiques, a I'exception des caracteristiques suivantes : 

20 - reouverture de I'orifice interieur de la premiere vanne 1 1, 

- fermeture de Torifice interieur de la deuxieme vanne 12, 

- femieture de I'orifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite, et 

- reouverture de Torifice interieur de la deuxieme vanne 12 de la voie de droite. 

Cette etape pent bien entendu etre realisee entre les deux etapes de lavage. 
25 On peut bien entendu repeter ce lavage plusieurs fois, le liquide de lavage 71 

souille etant toujours evacue par la sortie 8, via la vanne a bille de sortie 10, selon F6. 
Dans ce cas il faudra prevoir d'autres filtres d'arr6t entre les filtres d' arret 54 et 55. 

6tape - Reprise des particules magnetiques par le liquide d'elution : 
30 Dans cette troisieme et^e, la solution a tester 70 a ete presque compl^ement 

evacuee selon F6. Seuls restent accroch6s sur les particules magnetiques, les acides 
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nuci6iques qui ont 6te captures lors de Tetape prec^dente. Ces pardcules magn6tiques 
sont toujours pr^sentes car la separation magn^tique est encore efFectuee en attendant la 
reprise des acides nucl^iquespar un liquide d'elution 72, ce qui constitue robjectif de 
cette etape. 

5 Prealablement il convient de bien doser le liquide d'elution 72 qui va etre 

utilise. Le volume qui est necessaire dans le cas present est de 50 ^iL H y a done un 
rapport de 1 pour 2 entre le volume de la solution traitfe 70 et le volume du liquide 
d'elution 72. N^anmoins xm rapport variant entre 1 pour 1 et 1 pour 10 est possible. Du 
fait que cette etape pent etre reiteree de 1 a 10 fois, ce rapport peut done aller de 1 ^ 
10 100. Le dosage du volume de liquide d'61ution 72 est realis6 dans le compartiment de 
dosage 37. 

Pour ce faire, on introduit le liquide d'elution 72 par Tentree 4, selon F3. Ledit 
liquide 72 emprunte ensuite les canaux 64 pour remplir le compartiment de dosage 37. 
II 72 est airete dans ce mouvement par rintermediaire du filtre d'arret 50. 
15 Les vannes fermees sont alors les suivantes : 

- rorifice interieur de la deuxieme vanne 12, 

- Porifice ext6rie\ir de la troisieme vanne 13, 

- P orifice interieur de la sixi^me vanne 16, et 

- rorifice exterieur de la deuxieme vanne 12 de la voie de droite. 
20 Cette configuration est bien representee sur la figure 5 

Une fois que le dosage du liquide d'elution 72 est effectue, on le remplace dans 
les canaux 64 par de un fluide gazeux inerte, par exemple de Tair. Dans ce cas, on 
injecte de Tair sous pression par I'entree 5 selon F4. Le liquide d'elution 72 evacue sort 
de la carte 1 par la sortie 8 selon F6 via la vanne a bille de sortie des dechets 10. On 
25 obtient ainsi une carte 1 qui a ime repartition de liquides telle que representee sur la 
figure 6. Les vaimes fermees sont alors les suivantes : 

- fermeture de Tun des orifices de la premiere vanne 1 1, 

- reouverture de I'orifice exterieur de la deuxieme vanne 12, 

- fermeture de I'orifice interieur de la huitieme vanne 1 8, 

30 - fermeture de I'orifice interieur de la quatorzieme vanne 24, 

- fermeture de I'orifice interieur de la quinzieme vanne 25, 
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- reouverture de Torifice exterieur mais fermeture de TorijBce int6rieur de la troisieme 
vanne 13, 

- fermeture de Torifice interieur de la troisieme vamie 13 de la voie de droite, 

- fermeture de Torifice interieur de la quatrieme vanne 14 de la voie de droite, 
5 - fermeture de Torifice interieur de la huitieme vanne 1 8 de la voie de droite, 

- fermeture de Torifice interieur de la quatorzieme vanne 24 de la voie de droite, et 

- fermeture de Torifice interieur de la quinzidme vanne 25 de la voie de droite. 

Le liquide d'elution 72, qui vient d'Stre dos6 et est present dans le compartiment 
37, est transfere dans le compartiment suivant, dit de separation 38. On va done pousser 
10 ledit liquide 72 present dans le compartiment 36 vers le compartiment de separation 38, 
par rintroduction dans le r^seau de canaux 64 d'un fluide inerte, tel que de Pair, par 
Tentree 5 selon F4. Le mouvement du liquide d'elution 72 est stoppe lorsque ledit 
liquide 72 atteint le filtre d'arret 55.Dans ce cas les vannes fermees sont les suivantes : 

- Torifice interieur de la deuxieme vanne 12, 
15 - r orifice exterieur de la troisieme vaxme 13, 

- Torifice exteriem- de la neuvieme vanne 19, 

- Pun des orifices de la quatorzieme vanne 24, 

- Torifice exterieur de la qxiinzieme vanne 25, et 

- Torifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite. 

20 La configuration de la carte 1 apres le deplacement du liquide d'elution 72 est 

representee dans la figure 7. Dans cette position, ledit liquide d'elution 72 permet la 
reprise des particules magnetiques associ^es aux acides nucleiques. II est possible a ce 
stade d'effectuer un melange comme indique precedemment avec la solution a tester 70 
et les particules magnetiques de la pastille 39. 

25 Le liquide d'elution 72, pouvant etre un tampon tel que du Tris a pH 7,5 et de 

faible force ionique, va permettre de separer les acides nucleiques des particules 
magnetiques, en proc6dant a une incubation a une temp^ature comprise entre 25 et 
60°C. On va ensuite proceder a nouveau k une separation magnetiques des particules 
magnetiques seules, les acides nucleiques restant en suspension dans ledit liquide 72. 

30 
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etape- Transfert du liquide d'elution et reprise des constilxiants stnicturels de 
r amplification : 

Cette quatrieme etape est bien representee a la figure 8. Les vannes females sont 
les suivantes : 
5 - Torifice interieur de la deuxieme vanne 12, 

- Torifice exterienr de la troisidme vanne 13, 

- Torifice exterieur de la neuvieme vanne 19, 

- I'un des orifices de la quatorzieme vanne 24, 

- I'orifice interieur de la quinzieme vanne 25, 

10 - Torifice exterieur de la dix-huitieme vanne 28, et 

- Porifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite. 

Dans cette configuration, le liquide d'elution 72 contenant les acides nucleiques 
extraits de la solution a tester 70 est transfer^ du compartiment de separation 38 vers le 
compartiment de reprise 40 des constituants permettant 1' amplification. II s'agit la des 
15 constituants stnicturels permettant cette amplification. Ces constituants sont amalgames 
et forment une pastille 41 pr^sente a Tentr^e du compartiment 40, de sorte que le 
liquide d'elution va dissoudre rapidement la pastille 41 lors de son entree dans ce 
compartiment 40 et va entrainer les constituants avec lui jusqu*a sa position telle que 
definie en figure 8. 

20 Le volume de ce compartiment 40 est de 150 p.1, soit im rapport de 1 pour 3 avec 

les 50 |Ltl du liquide d'elution 72. Neanmoins ce rapport peut etre de 1 pour 2 a 1 pour 5. 

Ce rapport permet le deplacement dudit liquide 72 contenant les » acides nucleiqueas et 

charge en constituants stnicturels, ce qui facilite le melange. 

Le transfert est effectue sous Taction d'une augmentation de la pression a 
25 rint^rieur de la carte 1 en amont du liquide d'elution 72. Cette augmentation de 

pression est realisee en injectant par Tentr^e 5 de Tair ou tout autre fiuide gazeux inerte 

selon F4. 

Le liquide 72, contenant d'une part les acides nucleiques d'autre part les 
constituants stracturels de Tamplification, va etre stoppe par le filtre d'arrdt 56 associ6 
30 k la dix-septieme vanne 27. 
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Lors de cette etape, rorifice interieur de la seizieme valine 26 et rorijSce 
interieur de la dix-septieme vanne 27 sont fermes lorsque ledit liquide 72 est dans ce 
compartiment 40. On incube pendant ime duree de 1 a 15 minutes a ime temperature 
comprise entre 30 et 65°C, ce qui permet la fixation des amorces sur les acides 
5 nucleiques correspondants. Puis on ajuste la temperature a une valeur comprise entre 37 
et 42^C. Coname expose precedemment, le liquide resultant de cette 4^® etape, qui 
contient essentiellement le liqiiide d'elution 72 et les constituants structurels aptes dans 
certaines conditions a permettre I'amplification, est appele solution ou liquide traits 70. 

10 5^*"^ etape- Transfert du liquide traite et reprise des constituants fonctionnels de 
r amplification : 

Cette cinquieme etape est bien representee a la figure 9. Les vannes fermees 
sont alors les suivantes : 

- rorifice interieur de la deuxieme vaime 12, 
15 - rorifice exterieur de la troisifeme vanne 13, 

- rorifice interieur de la neuvieme vanne 19, 

- rorifice int6rieur d'au moins I'une des vannes 20, 21, 22 et^ou 23 et/ou I'un des 
orifices de la quatorzifeme vanne 24, 

- rorifice interieur de la quinzieme vanne 25, 

20 - rorifice interieur de la vingt-quatri6me vanne 34, et 

- r orifice interieur de la premiere vanne 11 de la voie de droite. 

Dans cette configuration, le liquide d'elution 72, contenant les acides nucleiques 
et les constituants stmcturels aptes a permettre une amplification, appele solution traitee 
70, est transfere du compartiment de reprise 40 des constituants structurels permettant 

25 I'amplification vers le compartiment de reprise 42 des constituants fonctioimels 
permettant cette meme amplification. Le mouvement de ladite solution traitde 70 est 
stopp6 par le filtre d'arrSt 59. 

Ces constituants fonctionnels contiennent essentiellement des enzymes 
permettant ramplification. La nature et le nombre de ces enzymes et des autres 

30 constituants est fonction de la technique d' amplification qui est choisie, Ces 
constituants sont amalgames et forment une pastille 43 presente a I'entree du 
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compartiment 42, de sorte que la solution trait^e 70 va dissoudre rapidement la pastille 
43 lors de son entree dans ce compartiment 42 et va entrainer les constituants avec lui 
jusqu'a sa position telle que definie en figure 9. Cette position n'est qu'une position 
interm^diaire momentanee car la pression selon F4 va permettre par la suite de 
5 transferer le liquide d'^lution 72 contenant les constituants structurels et fonctioimels 
permettant de r^aliser ramplification, selon, bien entendu, une autre configuration des 
vannes. 

Le transfert est identique a celui de la quatdeme 6tape, il est done ejBFectu6 sous 
Taction d'une augmentation de la pression k I'interieur de la carte 1 en amont du 

10 liquide traite 70. Cette augmentation de pression est realisee en injectant par Tentree 5 
de Tair ou tout autre fluide gazeux inerte selon F4. 11 y a egalement le mSme rapport de 
1 pour 3 entre le volume de liquide 70 et le volimie du compartiment 42, avec le meme 
effet de melange par va-et-vient d^ja decrit precedemment. 

Lors de cette 6tape, I'orifice interieur de la dix-huitidme vanne 28 et Torifice 

15 int^ieur de la dix-neuvieme vanne 29 sont ferm6s lorsque ledit liquide 70 est dans ce 
compartiment 42. On chauffe pendant 30 k 90 minutes k une temp^ature comprise 
entre 30 et 75°C, pr6f6rentiellement entre 37 et 42°C, si Ton veut effectuer une 
amplification isothenne comme les techniques NASBA, TMA, 3SR, SB A. Pour 
effectuer une PGR, il convient de changer de temperatures plusieurs fois en restant dans 

20 la plage de temperature 30 a 100°C, afin de pouvoir realiser plusieurs cycles successifs 
d' amplification. 

II faut noter que ces quatridme et cinquieme etapes peuvent etre associees en une 
seule etape. La seule condition alors est d'utiliser des enzymes stables k une 
25 temperature superieure ou 6gale a 50®C, dites thermostables. 

6^*^ etape - Transfert du liqui de traits, dans le compartiment d'echantilloimage, dans le 
compartiment de detection et de lecture et dans le comparti ment de convergence : 

Lors de cette sixifeme etape bien representee aux figures 10 ^ 12, trois phases 
30 successives se produisent. Ces phases sont les suivantes : 
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- le transfert d'une premiere partie du liquide traite 70, c'est-a-dire sensiblement 20 
contenant ou ne contenant pas le produit d' amplification, depuis le compartiment de 
reprise 42 des constituants fonctiomiels vers le compartiment d'echantillonnage 44, ce 
qui correspond a la figure 10, 

5 - le transfert d'une seconde partie du liquide traite 70, correspondant au reste dudit 
liquide 70, soit sensiblement 30 ^l, ' depuis le compartiment de reprise 42 des 
constituants fonctionnels vers le compartiment de convergence 47, ce qui correspond a 
lafigurell, et 

- le transfert de cette partie dudit liquide trait6 70 depuis le compartiment 
10 d'echantilloimage 44 vcts le compartiment de detection et de lecture 45, ce qui 

correspond a la figure 12. 

Selon la figure 10, les vannes fermees sont les suivantes : 

- rorifice interieur de la deuxieme vanne 12, 

- I'orifice exterieur de la troisieme vaime 13, 
15 - I'orifice exterieur de la neuvieme vanne 19, 

- Torifice interieur d'au moins Tune des vannes 20, 21, 22 et/ou 23 et/ou Tun des 
orifices de la quatorzi^me vanne 24, 

- rorifice interieur de la quinzieme vanne 25, 

- I'orifice exterieur de la vingt-et-imieme vaime 3 1 
20 - I'orifice interieur de la vingt-quatrieme vanne 34, et 

- I'orifice interieur de la premiere vanne 11 de la voie de droite. 

Ce transfert permet de doser precisement un aliquote de sensiblement 20 ^1 de 
solution traitee 70, qui va etre ensuite transfere dans le compartiment de detection et de 
lecture 45. Lors de cette phase, le liquide 70 est stoppe dans son mouvement par la 
. 25 presence d'xm filtre d'arret 57, au niveau du compartiment de detection et de lecture 45, 
et d'un filtre d'arrSt 59, en aval du compartiment de convergence 47. 

Selon la figure 1 1, les vannes ferm^s sont identiques a la phase pr6c6dente. II y 
a seulement les difiTerences suivantes : 

- ouverture de I'orifice interieur de la vingt-quatrieme vanne 34, 
30 - fermeture de I'orifice interieur de la vingt-cinquidme vanne 35, 

- fermeture de T orifice exterieur de la vingt-quatrieme vanne 34 de la, voie de droite, et 
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- fermeture de rorifice interieur de la vingt-cinquidme vanne 35 de la voie de droite. 

De ce fait, le transfert vers le compartiment de convergence 47 est possible pour 
le reste du liquide traite 70 qui est pas pris en compte par le compartiment 44. Cette 
partie dudit liquide 70 est stoppee dans son mouvement par le filtre d'arret 60, associ^ k 
. 5 la vingt-cinquieme vanne 35. 

Selon la figure 12, les vannes ferm6es sont les suivantes : 

- Torifice interieur de la deuxiSme vanne 12, 

- Torifice exterieur de la troisi&me vaime 13, 

- Torifice exterieur de la neuvidme vame 19, 

10 - rorifice int6rieur d'au moins Tune des vannes 20, 21, 22 et/ou 23 et/ou Tun des 
orifices de la quatorzidme vanne 24, 

- rorifice interieur de la quinzieme vanne 25, 

- Tun des orifices de la vingt-troisieme vaime 33, et 

- rorifice interieur de la premiere vanne 1 1 de la voie de droite. 

15 La dix-neuvieme vanne 29 est ouverte, ce qui pennet le transfert vers le 

compartiment de detection et de lecture 45 du liquide 70, pr^cedemment contenu dans 
le compartiment d'echantilloimage 44, contenant 6ventuellement des amplicons 
marques. On note que lors de cette phase, Taliquote dudit liquide 70 va passer par une 
zone en amont dudit compartiment 45 ou est presente une pastille de detection 45a. Une 

20 telle pastille 45a peut contenir, par exemple, des produits de marquage et de coupure 
des amplicons, tels que decrits dans la demande de brevet PCT/FR99/01469 de la 
demanderesse deposee le 1 7 juin 1 999, sous priorite du 1 7 juin 1 998. 

Le liquide 70 contenant les amplicons eventuellement marques et clives poursuit 
son mouvement et est stoppe dans la partie aval du compartiment 45 par un filtre d'arret 

25 58, de sorte que ledit liquide 70 est present au niveau d'lme cellule de lecture 46. Au 
niveau de cette cellule 46, il est possible de controler que I'amplification s'est d6roul6e 
et que la phase suivante peut 6tre effectuee. Le contrSle de cette amplification peut Stre 
r^alis^ par Tintermediaire d'oligonucl6otides non marques, dits sondes de capture, fixes 
au niveau de la cellule de lecture 46. Ces sondes sont aptes a s'hybrider avec le produit 

30 d'amplification qui a diX Stre amplifie, marque et cliv6. 



BNSDOCID: <WO 0218823A1 i > 



wo 02/18823 



PCT/FROl/02671 



30 



10 



Dans un autre mode de realisation, le liquide 70 contenant les amplicons non 
marqufe est stopp6 au niveau de la cellule 46. Le contrdle de 1' amplification met en 
CBUvre une technique de detection des amplicons non marques telle que celle decrite par 
exemple : 

- dans les demandes de brevet WO-A-95/13399, WO-A-97/39008 ou WO-A-99/64432, 
ou les brevets US-A-5,283,174, US-A-5,656,207, US-A-5,658,737 ou US-A-5,928,862, 
pour les techniques homogenes, et 

- dans la demande de brevet WO-A-91/19812, ou les brevets US-A-4,889,798 ou US- 
A-5,998,135, pour les techniques het^gdnes. 

7*"^ etape - Transfert du liauide d*61ution du comp arti ment de convergence vers 
rext^eur : 

L'aliquote de liquide traite 70 present dans le compartiment de convergence 47 
provient de la voie de gauche de la carte 1. N6anmoins, un autre aliquote 70, contenant 
15 ou non d'autres amplicons specifiques dii k I'amplification, peut etre ^galement present 
en provenance de la voie de droite de ladite carte 1. Dans le cas de la figure 12, les 
vannes fermees sont identiques mais sur les voies oppos6es, c'est alors filtre d'airet 35 
de la voie de droite qui permet de stopper I'arrivfe de cet aliquote dans le compartiment 
de convergence 47, et ainsi le melange entre lesdits aliquotes des voies de droite et de 
20 gauche. 

Les amplifications dans ces deux voies peuvent etre identiques (utilisation 
d'amorces identiques), afin d'obtenir plus d'ampKcons, ou difKrentes (utilisation 
d'amorces differentes), afin de permettre plusieurs analyses en fonction du nombre 
d'amplicons diff^rents obtenus. 

25 D est egalement possible d'avoir plus de deux voies dans une carte reactionnelle 

1 selon I'invention. Dans ce cas, il convient d'adapter les canaux 64 aux voisinages des 
vannes a bUle d'entree 6 et de sortie 9. Ainsi, il sera necessaiie d'avoir d'autres filtres 
d'arret et d'autres vannes en position inferieure afin de pouvoir fake converger tous les 
aliquotes dans le compartiment 47. . 

30 Lorsque la lecture au niveau de la cellule 46 prouve que I'amplification s'est 

bien d6roulee ce qui atteste de la presence d'une cible dans l'6chantillon biologique de 
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depart, a savoir la solution a tester 69, le ou les aliquotes presents dans le compartiment 
de convergence 47 sont ensuite transferes vers une autre carte d*analyse ou 
reactionnelle, non representee sur les figures, qui pennet d'identifier et d'analyser les 
amplicons. EUe peut utiliser par exemple des puces a ADN mises au point par la soci^te 
Afifymetrix, comme cela a d6jk 6t6 d6cnt precedemment.Ce transfert s'effectue alors 
par la sortie 7, selon F5, via la vaime k bille 9. 

Toutefois, il est egalement envisageable qu'une puce biologique soit 
structurellement solidaire de la carte r^actionnelle 1. II est Egalement possible que la 
sixidme 6tape soit limitfe au transfert dans le compartiment de convergence, sans qu'il 
y ait de controle de la resdisation ou non de T amplification. Enfin ce transfert peut 
s'effectuer directement dans la puce a ADN sans passer par le compartiment de 
convergence. 
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REVENDICATIONS 

L Carte reactionnelle (1) constitute d'un corps, ayant xme face avant (62) et ime 
face arriere (63) delimitees par un rebord (68), d'au moins une entree (2, 3, 4 et/ou 5) et 

5 d'au moins une sortie (7 et/ou 8), reUees I'une (2, 3, 4 et/ou 5) a I'autre (7 et/ou 8) par 
un reseau de canaux (64) constituant au moins une voie reactionnelle pour au moins un 
fluide (70, 71 et/ou 72), le ou les fluides (70, 71 et/ou 72) etant dirigfe au sein de la 
carte (1) par 1' intermediaire de vannes (1 1 a 35 et/ou 61) ; chaque vanne (1 1 a 35 ou 61) 
est constitute d'un film (67) flexible, qui peut 6tre deforme pour permettre le passage 

10 d'un flviide ou qui coopere avec xm moyen de compression (75) pour empScher le 
passage du fluide, le film (67) etant fix6 sur la face arriere (63) de ladite carte (1) au 
niveau d'un renfoncement peripherique (74) de I'ensemble des canaux concemes par la 
vanne (11 a 35 ou 61) ; la carte (1) comporte des canaux (64) affleurant sur au moins 
I'une de ses faces (62 et/ou 63), les canaux (64) etant de deux sections differentes, une 

15 petite section pour le transfert du fluide ou des fluides (70, 71 et/ou 72) et une grande 
section faisant office de compartiment reactionnel ; chaque face avant (62) ou arriere 
(63) est delimitee par au moins im film (48, 49, 65, 66 et/ou 67). 

2. Carte, selon la revendication 1, caracterisee par le fait que le corps de la carte 
20 (1) est monobloc, et que le moyen de compression (75) est rapportt et solidaire de 

ladite carte (1) ou constitue une partie d'un appareil permettant la mise en oeuvre de la 
carte (1). 

3. Carte, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee par le 
25 fait que le rapport entre la petite section et la grande section des canaux (64) est 

compris entre 1 pour 1,01 et 1 pour 10, preferentiellement entre 1 pour 1,01 et 1 pour 3. 

4. CMte, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee par le fait 
que les canaux (64) affleurent en toute ou partie au niveau de la face avant (62) de la 

30 carte (1) et les vannes sont presentes au niveau de la face arriere (63) de ladite carte (1). 
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5. Carte, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee par le fait 
que la face avant (62) de la carte (1) comporte un seul film (65) au niveau de tous les 
canaux (64) affleurant cette face (62), et la face arriere (63) de ladite carte (1) 
comporte : 

- au moins un film flexible (67) au niveau des vannes (11 ^ 35 et/ou 61), 

- au moins un filtre hydrophobe (48 et/ou 49), et eventuellement 

- au moins un film (66) au niveau des canaux (64) affleurant au niveau de la face arridre 
(63). 

6. Carte, selon la revendication 5, caract6ris6e par le fait que le ou les films 
flexibles (67) et le ou les films (65 et/ou 66) constituent im seul et meme film. 

7. Carte, selon Time quelconque des revendications 1 a 6, en forme 
sensiblement de parallelepipede, caracterisee par le fait que les canaux (64) sont, en 
toute ou partie, circonscrits dans la partie mediane de la carte (1), gue les filtres d'arrSt 
(50 k 60), associ^s aux filtres hydrophobes (48 et 49), sont circonscrits au niveau d*au 
moins un des c6t6s de ladite carte (1), et que les vaimes (11 a 35 et/ou 61) sont 
positioim^es entre les canaux (64) et les filtres d'arret (50 k 60). 

8. Carte, selon Tune quelconque des revendications 1^7, caracterisee par le fait 
que le rebord (68) comporte Tensemble des entrees (2, 3, 4 et 5) et sorties (7 et 8) de 
fluides (70, 71 et 72) de la carte (1). 

9. Carte, selon la revendication 8, en forme sensiblement de parallelepipede, 
caracterisee par le fait que la ou les entrees (2, 3, 4 et 5) sont pr6sentes sur Tun des 
cdtes constituant le rebord (68), et que la ou les sorties (7 et 8) sont pr6sentes sur un 
autre c6t6 de ce rebord (68). 

10. Carte, selon la revendication 9, caracterisee par le fait que la ou les entries 
(2, 3, 4 et 5) sont pr6sentes sur un c6t6 oppose au c6t6 ou sont presents la ou les sorties 
(7et8). 
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11. Carte, selbn la revendication 10, en forme sensiblement de parall61epipede 
rectangle, caracterisee par le fait que la ou les entrees (2, 3, 4 et 5) et la ou les sorties (7 
et 8) sont presentes sur les deux petits cotes constituant le rebord (68). 

5 

12. Utilisation d'une carte reactionnelle, selon Tune quelconque des 
revendications 1^11, caracterisee en ce que, pour tester une solution biologique (70), 
eventuellement traits au prealable afin de liberer des ligands, on effectue les 
differentes etapes biologiques dans Tordre suivant: 

10 - capture des ligands, 

- reprise des ligands captures dans une solution d'elution (72), 

- melange des ligands repris avec les constituants structurels et fonctiormels permettant 
de traiter les ligands, et 

- detection qualitative et/ou qviantitative des ligands traites. 

15 

13. Utilisation d*une carte reactionnelle, selon Time quelconque des 
revendications 1^11, caracterisee en ce que, pour tester une solution biologique (70), 
eventuellement trait^e au prealable afin de liberer les acides nucleiques, on effectue les 
differentes etapes biologiques dans I'ordre suivant: 

20 - capture des acides nucleiques, 

- reprise des acides nucl6iques captures dans une solution d'elution (72), 

- melange des acides nucleiques repris avec les constituants structurels et fonctiormels 
permettant Tamplification de ces acides nucleiques, et 

- detection qualitative et/ou quantitative des produits d' amplification. 

25 

14. Utilisation, selon Time quelconque des revendications 12 ou 13, caracterisee 
en ce qu'o n effectue une demiere etape consistant a analyser ces ligands ou ces produits 
d'amplification, soit dans xm nouvel emplacement au sein de la carte (1), soit apres 
transmission vers im autre dispositif. 

30 
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15. Utilisation, selon Time quelconque des revendications 12 a 14, caracteris^e 
en ce que les ligands ou les acides nucleiques captures sont soumis a au moins un 
liquide de lavage (71) pr^alablement a leur reprise. 

5 16. Utilisation, selon la revendication 15, caracterisee en ce que la capture et 

eventuellement le lavage sont effectues N fois successivement, N 6tant compris entre 1 
et 10. 

17. Utilisation, selon Tune quelconque des revendications 12 ou 13, caracterisee 
10 en ce qu'o n detecte un traitement des ligands ou une amplification des acides 

nucl6iques prealablement a la transmission vers un compartiment de la carte (1) ou vers 
un autre dispositif permettant d'analyser les ligands ou les amplicons. 

18. Utilisation, selon Time quelconque des revendications 12 a 16, caracterisee 
15 en ce que la carte (1) est utilisee apres un appareil permettant de traiter une solution a 

tester (69), tel qu'un appareil pour lyser des cellules biologiques et lib6rer les ligands, 
tels que des acides nucleiques, et avant un appareil permettant de d^tecter la presence 
de ces ligands, tel qu'une puce a ADN. 
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Fig . 5 
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